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論文内容の要旨

【目的】

Cbfa 1 (core -binding factor 1 )はショウジョウバエの体節形成遺伝子 runt にホモロジーを持つ runt ドメイン

遺伝子ファミリーの一つであるo そしてそのノックアウトマウスは骨形成を欠損し、 Cbfa 1 は骨形成、特に骨芽細

胞分化に必須の遺伝子であることが判明した。 Cbfa 1 のノックアウトマウスは骨形成を欠くのみならず、ほとんど

の軟骨が静止・増殖軟骨細胞からなり、その成熟が著しく阻害されていた。このことより Cbfa 1 は骨芽細胞だけで

なく軟骨細胞の分化にも重要である可能性が示唆された。 Cbfa 1 にはN末端の異なる 2 つのアイソフォームが存在

する。すなわち伊藤らによりクローニングされ、当初T細胞特異的と考えられらた Pebp 2αA/Cbfa 1 (Type-1 

Cbfa 1 と表記)と、その後骨芽細胞特異的な転写因子として Karsenty らにより報告された Osf2 /Cbfa 1 (Typeｭ

n Cbfa 1 と表記)である o 本研究では、 Cbfa 1 の軟骨分化における役割を明らかにするために、 2 つのアイソフォー

ム各々についてその発現を検討し、また in vitro で Cbfa 1 が軟骨分化に与える影響を検討した。

【方法】

in situ hybridization 法により m VIVO での Cbfa 1 の発現について検討を行った。

インスリン存在下で軟骨細胞へ分化する細胞株 ATDC5 を用い、 in vitro での軟骨細胞分化過程における Cbfa 1 

の発現をノーザンプロットで調べ、また Cbfa 1 のアンチセンスオリゴヌクレオチドを作用させ、軟骨細胞分化へ与

える影響を調べた。

また胎生期のニワトリの胸骨より得た未分化な軟骨細胞にレトロウイルスベクターを用いて Cbfa 1 を強制発現さ

せ、軟骨細胞分化誘導能を検討した。

【成績】

Cbfa 1 は Type- 1 • Type-n いずれのアイソフォームとも骨芽細胞と肥大軟骨細胞に強く発現が認められた。

ATDC5 細胞を用いた in vitro での軟骨細胞分化モデルでは、成熟軟骨細胞マーカーである typeX コラーゲンを

発現する直前に Type-1 Cbfa 1 の発現上昇が見られ、 Type-1 Cbfa 1 に対するアンチセンスオリゴヌクレオチド

で typeX コラーゲンの発現は著しく抑制された。また Type-1 Cbfa 1 の場合に比して軽度ではあるが、 Type-n 

Cbfa 1 に対するアンチセンスオリゴヌクレオチドでも typeX コラーゲンの発現低下が認められた。すなわち Cbfa1 

のアンチセンスオリゴは軟骨細胞の成熟を抑制した。
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Type -1 Cbfa 1 、 Type-n Cbfa 1 ~、ずれの強制発現でも、未分化な軟骨細胞はその細胞増殖が抑制された。一

方プロテオグリカンの産生は上昇し、 typeX コラーゲンの発現、アルカリホスファターゼ活性の上昇、基質の石灰

化が誘導され、軟骨細胞の著明な成熟をみた。

【総括】

転写因子 Cbfa 1 の軟骨細胞における発現およびその分化への関与について検討した。 Cbfa 1 の 2 つのアイソフォー

ムはいずれも肥大軟骨細胞に強く発現していることが in situ hybridization で確認された。 ATDC5 細胞を用いた

実験では軟骨細胞の肥大化の直前に Cbfa 1 の発現が上昇し、また Cbfa 1 に対するアンチセンスオリゴヌクレオチド

でその分化が抑制されることが示された。レトロウイルスを用いた強制発現実験では Cbfa 1 は初代培養軟骨細胞の

分化を強く促進することが示された。これらの実験結果および Cbfa 1 のノックアウトマウスで軟骨細胞の分化障害

が認められたことから、 Cbfa 1 は軟骨細胞における重要な分化促進因子であると考えられた。

論文審査の結果の要旨

この研究は、 Cbfa 1 が軟骨細胞の成熟を促進させる因子として働く可能性を検討したものであるo すなわち Cbfa

l のノックアウトマウスで軟骨の分化障害が認められることに着目し、 Cbfa 1 の軟骨における発現とその機能につ

いて in situ hybridization と培養細胞を用いて検討したものである。 in situ hybridization の結果より、 Cbfa 1 は

軟骨細胞、特に肥大軟骨細胞に強く発現していることが示された。 ATDC5 細胞を用いた実験では軟骨細胞の肥大化

の直前に Cbfa 1 の発現が上昇し、また Cbfa 1 に対するアンチセンスオリゴヌクレオチドでその分化が抑制されるこ

とが示された。レトロウイルスを用いた強制発現実験では Cbfa 1 は初代培養軟骨細胞の分化を強く促進することが

示された。これらの結果より、 Cbfa 1 が軟骨細胞の成熟を促進させる機能を有することが明らかとなり、軟骨細胞

分化に関与する重要な因子として位置づけられた。以上よりこの研究は学位に値すると考える o
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